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RESUMO 
 
O glifosato e os herbicidas à base de glifosato são considerados 
praguicidas de amplo espectro e pós-emergente, e são os mais utilizados 
na agricultura mundial para matar uma variedade de ervas daninhas 
terrestres e aquáticas. Assim, pelo uso excessivo deste agroquímico nas 
culturas, especialmente quando aplicado por pulverização, pode ocorrer a 
sua infiltração no solo e a lixiviação para os corpos de água, atingindo 
diferentes organismos aquáticos não-alvos. Neste contexto, o objetivo 
deste estudo foi investigar a toxicidade celular do herbicida à base de 
glifosato, Roundup® WG (0,065; 0,65 e 6,5 mg/L), após 15 dias, sobre a 
morfologia, ultraestrutura e proteínas envolvidas na fusão e fissão 
mitocondrial no ovário do peixe-zebra, Danio rerio. Primeiramente, foi 
obtida a concentração letal média (CL50) de 42,61 mg/L em 96 horas para 
D. rerio após exposição ao Roundup® WG. Após exposição de D. rerio 
ao Roundup® WG por 15 dias, as células germinativas foram 
caracterizadas em três fases: ovócitos pré-vitelogênicos I (PreI), ovócitos 
pré-vitelogênicos II (Pre II) e ovócitos vitelogênicos (Vit), baseado em 
critérios morfológicos já estabelecidos na literatura. Uma diminuição no 
diâmetro dos ovócitos PreI foi observada nas três concentrações do 
Roundup® WG e uma diminuição do diâmetro dos ovócitos PreII nas 
duas maiores concentrações avaliadas. Em relação ao conteúdo da 
proteína vitelina, um aumento foi observado nos ovários das fêmeas 
expostas, sugerindo uma relação dose-dependente do Roundup® WG. Na 
análise ultraestrutural, foram observadas zonas de vacuolização nas 
células foliculares e um aumento do espaço perivitelínico, com presença 
de macro e micro vesículas, bem como compartimentos mitocondriais 
comprometidos nos ovários de fêmeas expostas. Também, foi observado 
uma redução do número de mitocôndrias e um aumento de mitocôndrias 
alteradas com uma severidade alta nos ovócitos, bem como uma 
diminuição no conteúdo de Drp1, Mfn1 e Mfn2 envolvidas na fissão e 
fusão mitocondrial, que pode indicar à mitocôndria como um dos alvos 
do Roundup® WG. Estes resultados, sugerem que Roundup® WG 
poderia ser considerado como um possível disruptor endócrino nos 
ovários de D. rerio, afetando à maturação ovariana. No entanto, devem 
ser realizados mais testes toxicológicos avaliando outros parâmetros 
reprodutivos e seu impacto nos peixes. Além disso, a menor concentração 
de glifosato avaliada neste estudo, que é a concentração permitida pelo 
CONAMA (0,065 mg/L), provocou diminuição no diâmetro dos ovócitos 
PreI, aumento do conteúdo de vitelina, bem como alteração nas 
mitocôndrias e diminuição de Drp1 e Mfn2, isso poderia indicar que o 
  
limite máximo permissível de glifosato no Brasil precisa ser reavaliado. 
Assim, o presente estudo demonstrou diferentes alterações no ovário de 
D. rerio expostos às concentrações do Roundup® WG, indicando a 
toxicidade reprodutiva deste herbicida. 
 
Palavras-chave: Disruptor endócrino, folículos ovarianos, ovócitos. 
  
ABSTRACT 
 
Glyphosate and glyphosate-based herbicides are considered broad-
spectrum and post-emergent pesticides, and are the most widely used in 
global agriculture to kill a variety of terrestrial and aquatic weeds. Thus, 
due to the excessive use of this agrochemical in the crops, especially when 
applied by spraying, infiltration into the soil and leaching into the water 
bodies can occur, reaching different non-target aquatic organisms. 
Therefore, the objective of this study was to investigate the cellular 
toxicity of glyphosate-based herbicide, Roundup® WG (0.065, 0.65 and 
6.5 mg/L) on morphology, ultrastructure and proteins involved in fusion 
and fission mitochondrial in the ovaries of zebrafish, Danio rerio. First, 
the determination of mean lethal concentration (LC50) was 42.61 mg/L in 
96 hours for D. rerio after exposure to Roundup® WG. After exposure of 
D. rerio to concentrations of Roundup® WG for 15 days, germ cells of 
ovaries were characterized in three phases: pre-vitellogenic oocytes I 
(PreI), pre-vitellogenic oocytes II (PreII) and vitellogenic oocytes (Vit), 
based on morphological criteria already established in the literature. A 
diameter decrease in the PreI was observed in the three concentrations of 
Roundup® WG as well as a diameter decrease of the PreII oocytes when 
two highest concentrations were evaluated. In relation to the content of 
the vitellin protein, an increase in its content was observed in the ovaries 
of exposed females, depending on the concentration of the herbicide. In 
the ultrastructural analysis, zones of vacuolization in follicular cells and 
an increase of perivitelinic space with presence of macro and micro 
vesicles were observed, as well as compromised mitochondria 
compartments in the ovaries of exposed females. In addition, reductions 
in the number of mitochondria and an increase of altered mitochondria 
with high severity in oocytes were observed, as well as a decrease in the 
content of Drp1, Mfn1 and Mfn2 involved in mitochondrial fission and 
fusion. These may indicate the mitochondria as a Roundup® WG target. 
These results suggest that Roundup® WG could be considered as a 
possible endocrine disrupter in the ovaries of D. rerio, affecting ovarian 
maturation. However, further toxicological tests should be performed to 
evaluate other reproductive parameters and their impact on fish. In 
addition, the lowest concentration of glyphosate evaluated in this study, 
which is the concentration allowed by CONAMA (0.065 mg/L), caused a 
diameter decrease of the PreI, an increase in vitellin content, as well as a 
change in the mitochondria and a decrease in Drp1 and Mfn2. In this 
respect, the maximum permissible limit of glyphosate in Brazil needs to 
be reevaluated. Thus, the present study demonstrated different alterations 
  
in the ovaries of D. rerio exposed to concentrations of Roundup® WG, 
indicating reproductive toxicity of this herbicide. 
 
Keywords: Endocrine disruptor, ovarian follicles, oocytes. 
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1 INTRODUÇÃO  
 
1.1. USO DE AGROQUÍMICOS NA AGRICULTURA. 
 
Na agricultura moderna o uso de agroquímicos, como praguicidas e 
fertilizantes, tornou-se uma pratica usual. Entre os agroquímicos 
destacam-se os praguicidas, usados contra organismos comumente 
chamados de pragas (insetos, fungos, bactérias, etc.), assim como contra 
ervas daninhas, que contribuíram significativamente para um maior 
rendimento das culturas, prevenindo, controlando e erradicando a 
propagação de doenças altamente letais (LASRAM et al., 2014).  
Uma forma de classificar os praguicidas é pelo tipo de praga-alvo para 
a qual são aplicados. Nesse sentido, eles têm diferentes modos de ação ou 
formas de controlar a praga-alvo. Os inseticidas são capazes de matar os 
insetos através do contato direto por via oral e/ou respiratória. Alguns 
fungicidas afetam a divisão celular dos fungos, enquanto outros podem 
ser eficazes em inibir a síntese de certos compostos. Por sua parte, os 
herbicidas são utilizados para eliminar ervas daninhas por contato direto 
e/ou pela absorção através das folhas, caules ou raízes. Assim, alguns 
herbicidas podem simular a função de reguladores de crescimento das 
plantas, enquanto outros podem controlar efetivamente a capacidade 
fotossintética (AZMI e NAQVI, 2011; MNIF et al., 2011).  
Particularmente, o uso de herbicidas, numa tentativa de maior controle 
das ervas daninhas na silvicultura e na agricultura, associados às 
atividades de preparo do solo para o cultivo, têm permitido aos produtores 
agrícolas aumentarem significativamente o rendimento das suas culturas 
(AKTAR et al., 2009). Além disso, a partir da década de 1990, quando as 
culturas transgênicas tolerantes a herbicidas foram introduzidas pela 
primeira vez, o uso de herbicidas tornou-se a opção mais utilizada por 
muitos produtores. A disponibilidade de culturas transgênicas com 
resistência a um herbicida, tal como o glifosato, proporcionou o controle 
de ervas daninhas pelo uso deste herbicida de amplo espectro e ao mesmo 
tempo, reduziu a necessidade de aplicações repetidas de herbicidas. Ao 
combinar estas tecnologias de culturas, os produtores conseguiram 
reduzir ainda mais as despesas de mão-de-obra e aumentar a 
produtividade (DERPSCH e FRIEDRICH, 2009). Assim, desde a 
liberação da soja transgênica (Glycine max L.) tolerante ao glifosato em 
1996, a utilização desta tecnologia tem aumentado em vários países, como 
nos Estados Unidos, Argentina e Brasil, representando a maioria da soja 
produzida nesses países (DILL, 2005).  
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No Brasil, a utilização anual de agroquímicos tem aumentado de 
forma alarmante. Segundo a Agência Nacional de Vigilância Sanitária 
(ANVISA), órgão federal responsável pela avaliação toxicológica para 
fins de registro de agrotóxicos e pela reavaliação de produtos já 
registrados. O Brasil se destacou no ano de 2008 no cenário mundial 
como o maior consumidor de agrotóxicos, correspondendo, na América 
Latina, a 86% dos produtos vendidos (IBGE, 2012). Além disso, dos 
herbicidas utilizados no território brasileiro, 62,4% são à base de 
glifosato, o que torna o Brasil o primeiro no ranking mundial de consumo 
de glifosato (IBGE, 2015). Cabe ressaltar que, o glifosato é um dos 14 
ingredientes ativos de agrotóxicos colocados em reavaliação pela 
ANVISA em 2008, e a partir de 2015 foi indicado para a reavaliação do 
seu potencial carcinogênico (ANVISA, 2016). 
O uso excessivo dos herbicidas no solo pode contaminar os 
ecossistemas aquáticos de maneira acidental, por limpeza dos 
equipamentos de pulverização, escoamento superficial, processos de 
lixiviação, ou ainda por deriva das aplicações por via aérea (AQUINO 
NETO e RODRIGUES DE ANDRADE, 2011; MENSAH et al., 2015). 
Uma vez presentes nos corpos d'água, os herbicidas podem reduzir a 
qualidade ambiental, influenciar no funcionamento do ecossistema e na 
estrutura das comunidades. Assim, impactando na fauna aquática, 
reduzindo a diversidade de espécies, modificando as cadeias alimentares, 
alterando os padrões de fluxo de energia e ciclagem de nutrientes, bem 
como alterando a estabilidade e a resiliência dos ecossistemas (FLEEGER 
et al., 2003; RELYEA, 2005; PÉREZ et al., 2011). 
 
1.2. HERBICIDA À BASE DE GLIFOSATO.  
 
O glifosato (N- (fosfonometil) glicina) introduzido no mercado na 
década de 1970 (USEPA, 2002), é um herbicida organofosforado de 
amplo espectro e pós-emergente (Figura 1), empregado para matar uma 
variedade de ervas daninhas terrestres e aquáticas, sendo considerado o 
herbicida mais utilizado no mundo (DUKE e POWLES, 2008; ANNETT 
et al., 2014). No Brasil, o uso de herbicidas à base de glifosato (HBG) 
está registrado para 26 culturas, como café, cana-de-açúcar, arroz, soja, 
maçã, citros, entre outras (REBELO et al., 2010). Estes herbicidas 
também apresentam uso doméstico, como em gramados e jardins 
(HANKE et al., 2010). 
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Figura 1: Fórmula estrutural do herbicida glifosato (N-fosfonometil) glicina. 
Fonte: ANVISA, 2015. 
 
O glifosato é facilmente conduzido através do floema para todas as 
partes da planta por ser um herbicida sistêmico. As moléculas de glifosato 
são absorvidas a partir da superfície da folha, onde são transportadas para 
os meristemas em crescimento. Os sintomas fito tóxicos do glifosato 
geralmente começam gradualmente, tornando-se visíveis dentro de dois a 
quatro dias na maioria das ervas daninhas anuais ou, na maioria das ervas 
daninhas perenes podem ser visíveis até sete dias. Esses sintomas fito 
tóxicos incluem flacidez e clorose gradual até o deterioramento total, e 
finalmente, a morte (PÉREZ et al., 2011). 
O modo de ação do glifosato está relacionado à biossíntese de 
aminoácidos aromáticos da via shikimato. O shikimato é um precursor 
para os aminoácidos aromáticos fenilalanina, triptofano e tirosina nas 
plantas. A biossíntese destes aminoácidos essenciais é promovida pela 
enzima 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintase (EPSPs), a enzima alvo 
do glifosato. Desta forma, o glifosato inibe a EPSPs por competição com 
o substrato PEP (fosfoenolpiruvato), evitando a transformação do 
shikimato em corismato, o último precursor comum na biossíntese destes 
compostos aromáticos. A via do shikimato representa aproximadamente 
35% da massa da planta em peso seco e, portanto, qualquer interferência 
na via é altamente prejudicial para a planta (STENERSEN, 2004; 
ANNETT et al., 2014). 
Uma vez aplicado, o glifosato pode sofrer mineralização, imobilização 
ou lixiviação, mas não apresenta volatilização em grau significativo 
porque tem uma pressão de vapor extremamente baixa (AL-RAJAB e 
SCHIAVON, 2010). A mineralização do glifosato é considerada o 
mecanismo de degradação primário, resultando na produção de ácido 
aminometilfosfônico (AMPA), glicina e sarcosina (BAI e OGBOURNE, 
2016). No entanto, o glifosato é quimicamente estável em água e não está 
sujeito a degradação fotoquímica (WHO, 2003). Desta forma, quando 
aplicado nas áreas agrícolas por pulverização, grande parte do herbicida 
pulverizado chega ao solo, onde apresenta rápida e alta taxa de adsorção 
pelos sedimentos e partículas do solo, que pode incidir na sua infiltração 
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para os corpos da água, atingindo diferentes organismos aquáticos não-
alvos (ANNETT et al., 2014).  No entanto, a biodegradação microbiana 
do glifosato pode ocorrer no solo, nos sedimentos aquáticos e na água, 
sendo o principal metabólito o AMPA. A meia-vida do glifosato no solo 
varia de poucos dias até alguns meses, dependendo dos conteúdos de 
argila e matéria orgânica, assim como do nível de atividade microbiana 
(PESSAGNO et al., 2008; TONI et al., 2006). Uma vez na água, o 
glifosato passa a apresentar uma meia-vida de 7 a 14 dias (GIESY et al., 
2000) e em solução, adere ao material orgânico em suspensão, 
depositando-se no sedimento, passando a ser absorvido e acumulado 
pelos organismos aquáticos não-alvo, como peixes e invertebrados 
(PERUZZO et al., 2008; MENSAH et al., 2015).  
A toxicidade do glifosato ainda é uma questão bastante controversa na 
literatura, pois não há consenso em relação à gravidade da toxicidade 
desse herbicida nos organismos não-alvo. Existem muitos estudos sobre 
a presença de glifosato no solo e em águas contaminadas, seu impacto em 
animais, intoxicação ou risco na saúde dos seres humanos, através da sua 
detecção em campo ou em estudos de laboratório (ANTONIOU et al., 
2012; KWIATKOWSKA et al., 2014; MYERS et al., 2016). Como 
exemplo desta controvérsia, trabalhos indicam o glifosato como um 
herbicida seguro com o mínimo de toxicidade humana e ambiental 
(WILLIAMS et al., 2000; SOLOMON et al., 2003; KIER e KIRKLAND, 
2013); enquanto que outros trabalhos demonstram alterações na 
morfologia, fisiologia e bioquímica em diferentes órgãos de animais, após 
a exposição ao HBG (LEE et al., 2000; CAVAS e KONEN, 2007; 
BENACHOUR e SÉRALINI, 2009; MODESTO e MARTINEZ, 2010; 
MENSAH et al., 2014). 
Além disso, estudos demostram a potencialidade do glifosato como 
disruptor endócrino (ANKLEY et al., 1998; MYERS et al., 2016), 
contudo têm sido sugerido novos estudos toxicológicos, epidemiológicos 
e de biomonitoramento para determinar se os efeitos dos HBG são 
devidos realmente a atividade de desregulação endócrina.  
Neste sentido, os efeitos das formulações à base de glifosato foram 
estudados em uma variedade de organismos, incluindo anfíbios 
(LAJMANOVICH et al., 2011), répteis (BURELLA et al., 2017) e aves 
(OLIVEIRA et al., 2007).  Em peixes, os estudos têm sido focados nos 
efeitos fisiológicos, bioquímicos e comportamentais, demonstrando que 
exposições subletais ao HBG induzem neurotoxicidade em Cyprinus 
carpio (CATTANEO et al., 2011), danos no DNA em Prochilodus 
lineatus (MORENO; et al., 2014), alterações nas células das brânquias e 
na expressão de proteínas do fígado em Poecilia reticulatae (ROCHA et 
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al., 2015; DOS SANTOS et al., 2016) e mudanças do metabolismo em 
Leporinus obtusidens, Rhamdia quelen e Odontesthes bonariensis 
(SALBEGO et al., 2010; GLUSCZAK et al., 2007; MENÉNDEZ-
HELMAN et al., 2015). 
Cabe destacar que a contaminação por concentrações subletais de 
HBG nem sempre é reconhecida em estudos toxicológicos, devido a que 
é difícil que ocorra a morte dos organismos pelo fato de que esse 
composto está presente em baixas concentrações no meio ambiente 
(GRISOLIGA, 2005). Além disso, não há consenso sobre as 
concentrações máximas aceitáveis de glifosato dissolvido na água, sendo 
que cada país tem sua própria regulamentação dos limites máximos 
permitidos. Por exemplo, a Comunidade Econômica Europeia (EEC) 
estabelece a concentração admissível de 0,1 μg/L (de qualquer 
agrotóxico) em águas destinadas ao consumo humano (MALLAT e 
BARCELÓ, 1998), já a Agência de Proteção Ambiental dos Estados 
Unidos (EPA) estabelece o nível máximo de glifosato em água potável de 
700 μg/L (USEPA, 2014).  No Brasil, o Conselho Nacional do Meio 
Ambiente (CONAMA) na Resolução nº 357/05, estabelece que a 
concentração máxima permitida de glifosato é de 65 μg/L para agua 
destinada ao consumo humano e à proteção das comunidades aquáticas 
(CONAMA, 2005). 
 
1.3. OVÁRIO DE Danio rerio COMO ALVO DE TOXICIDADE. 
 
O peixe-zebra, Danio rerio (Teleostei; Cyprinidae) foi descrito pelo 
médico escocês, Francis Hamilton, com auspícios da British East India 
Company (Hamilton, 1822) e introduzido como modelo animal na 
pesquisa científica pelo biólogo George Streisinger, professor da 
Universidade de Oregon (STREISINGER et al., 1981).  
É um peixe pequeno de água doce, endêmico de rios, córregos e corpos 
de águas pouco profundas do sudoeste da Ásia (PARICHY, 2015). Os 
adultos apresentam um comprimento total entre 3 a 4 cm, com vida média 
de três anos, atingem a maturidade sexual com 3 meses de vida e se 
reproduzem em temperatura média de 26-28ºC (DAMMSKI e MÜLLER, 
2011) (Figura 2 A). 
Os ovários do D. rerio são órgãos pares alongados, situados 
bilateralmente entre a bexiga natatória, fígado e alças intestinais (VAN 
DER VEM E WESTER, 2012) e um oviduto que conduz os ovócitos até 
a abertura genital (MENKE et al., 2011) (Figura 2 B e 2C). 
 
 
6 
 
Figura 2: A) Fêmea adulta de D. rerio. Fonte: ARMILIATO, 2014. Escala: 0,5 
cm. B) Cavidade celômica de fêmea adulta de D. rerio. Fonte: The Zebrafish 
Anatomy Poster. AALAS 2007. C) Secção transversal de fêmea adulta de D. 
rerio. Folículos ovarianos (Setas pretas), fígado (*), alças intestinais (∆) e bexiga 
natatória (**). Coloração HE.  Fonte: VAN DER VEM E WESTER, 2012. 
 
Por sua vez, são reconhecidos nos ovários os folículos ovarianos, que 
são constituídos pelos ovócitos (células germinativas) envoltos pelo 
envelope vitelínico e pelas células foliculares (células somáticas) 
(LESSMAN, 2009). Além disso, o ovário é um órgão extremamente 
dinâmico em que os folículos apresentam maturação assincrônica, de 
maneira que são observados concomitantemente folículos em todos os 
estágios de maturação ovariana sendo que as células germinativas 
maduras podem ser geradas durante todo o ano (CLELLAND e PENG, 
2009). 
A ovogênese dos peixes teleósteos inicia com a diferenciação das 
células germinativas primordiais em ovogônias e prossegue com os 
eventos sequenciais de divisão e diferenciação dos ovócitos e da 
maturação dos folículos ovarianos sendo que ao final do processo a célula 
germinativa madura é liberada do ovário (LUBZENS et al., 2010).   
Nos folículos ovarianos do D. rerio podem ser distinguidos dois 
estágios: de crescimento e maturação, os quais são regulados 
principalmente através da ação dos hormônios (CLELLAND e PENG, 
2009). A etapa de crescimento corresponde a vitelogênese, na qual o 
acúmulo de vitelo ocorre de forma gradual, acompanhado pelo aumento 
no diâmetro dos ovócitos e por mudanças nas características do 
citoplasma. Além disso, na etapa de maturação ocorre o início da 
formação do envelope vitelínico pela deposição de matriz extracelular 
A 
B 
* 
* 
*
* 
C 
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entre o ovócito e as células foliculares. Também, durante essa fase ocorre 
a incorporação de outras moléculas, tais como lipídeos e proteínas 
(LESSMAN, 2009; LUBZENS et al., 2010). 
Uma dessas proteínas que os ovócitos incorporam através de 
endocitose mediada por receptor é a vitelina, que serve como fonte 
nutritiva de aminoácidos e lipídeos para o embrião. A vitelina é produzida 
a partir da lipoproteína vitelogenina que é sintetizada no fígado nos 
vertebrados, onde é ligada a lipídeos, fosforilada, glicosilada e 
transportada à corrente sanguínea. Uma vez internalizada nos ovócitos, a 
vitelogenina é proteoliticamente clivada em vitelina e fosvitina 
(ROMANO et al., 2004; SUN e ZHANG, 2015). 
Tendo em conta que a vitelogênese desempenha um papel importante 
no crescimento dos ovócitos, segundo ARMILIATO (2014) podem ser 
reconhecidas três fases de ovócitos em peixe-zebra: i) ovócitos pre-
vitelogênicos I (PreI), que apresentam um núcleo grande com nucléolos 
e citoplasma homogêneo sem grânulos de vitelo; ii) ovócitos pre-
vitelogênicos II (PreII), caracterizados principalmente pela presença de 
grânulos de vitelo acumulados no citoplasma, núcleo volumoso e com 
muitos nucléolos periféricos; iii) ovócitos vitelogênicos (Vit), que 
apresentam uma grande quantidade de grânulos de vitelo no citoplasma, 
núcleo que pode ou não ser reconhecível, envelope vitelínico com 
estriações e a organização de duas camadas de células foliculares (Figura 
3). 
Figura 3: Representação da maturação do folículo ovariano de D. rerio. 
Ovogônia, ovócitos pré-vitelogênicos I, ovócitos pré-vitelogênicos II e ovócitos 
vitelogênicos. Nucléolos (seta). Núcleo (nu). Fonte: Veloso da Silva, 2017. 
 
Particularmente, os índices sugeridos pela OECD (do inglês, 
Organisation for Economic Co-operation and Development, 2009) para 
avaliar a toxicidade reprodutiva usando peixe-zebra é focada em: (1) 
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índice gonadossomático (IGS) (BRION et al., 2004); (2) capacidade de 
reprodução: quantidade da postura de ovos (DENG et al., 2010) e 
qualidade do esperma (LOPES et al., 2014); (3) histologia das gônadas 
(LEAL et al., 2009); (4) expressão da vitelogenina (VUTUKURU et al., 
2016); e (5) expressão gênica do eixo hipotálamo-pituitário-gonadal 
(HPG) (ZHANG et al., 2016) 
Embora os indivíduos adultos pareçam ser menos sensíveis do que os 
embriões à desregulação endócrina, os EDC (compostos de disrupção 
endócrina) ainda tem um efeito negativo sobre gônadas de peixe-zebra 
adulto. Estudos analisaram uma série de efeitos resultantes da disrupção 
endócrina, incluindo baixa percentagem de espermatozoides e aumento 
no número de espermatócitos (UREN-WEBSTER et al., 2010), 
diminuição da proporção de ovócitos vitelogênicos (HALDÉN et al., 
2011) e aumento do número de folículos atrésicos (DAOUK et al., 2011). 
Além disso, na geração F1 após exposição parental a EDC, como 
bifenilos policlorados e o diclorodifeniltricloroetano (DDT), 
apresentaram gônadas malformadas, diminuição no desenvolvimento dos 
folículos ovarianos, acompanhado pelo aumento de apoptose de células 
da granulosa em peixe-zebra (KRAUGERUD et al., 2012). HU et al., 
(2010) detectaram túbulos seminíferos anormais, produção de 
espermatozoides reduzida e hiperplasia de células de Leydig na prole de 
peixes-zebra machos após exposição dos progenitores ao dibutilftalato. 
Portanto, a transferência materna de EDCs aos ovos tem efeitos 
prejudiciais sobre a reprodução e a prole. 
Além disso, resultados de investigações recentes na espécie D. rerio 
demostraram que, o HBG atua como um inibidor da acetilcolinesterase 
no cérebro e no músculo (SANDRINI et al., 2013), induz neurotoxicidade 
no cérebro de embriões (ROY et al., 2016), bem como efeitos nocivos 
sobre os parâmetros reprodutivos em machos. Também foi observado 
danos no DNA dos espermatozoides, reduzindo a integridade da 
membrana mitocondrial e funcionalidade, diminuição da motilidade, 
assim como impactos sobre a sobrevivência do embrião com aumento na 
taxa de mortalidade nos estágios iniciais (UREN-WEBSTER et al., 2014; 
LOPES et al., 2014). No entanto, revisões de bibliografia mostram 
escassez de estudos desenvolvidos com o objetivo de avaliar os aspectos 
morfológicos, bioquímicos e fisiológicos do ovário de peixes expostos ao 
HBG. Recentemente, no estudo realizado no Laboratório de Reprodução 
e Desenvolvimento Animal/CCB/UFSC, desenvolvido por ARMILIATO 
et al., (2014), usando fêmeas da espécie D. rerio que foram expostas ao 
HBG (0,065 mg/L), foi demonstrado que a concentração regulamentada 
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para os rios do Brasil foi suficiente para causar alterações ultraestruturais 
e bioquímicas nos ovários deste animal. 
 
1.4. Danio rerio COMO MODELO EXPERIMENTAL EM 
ESTUDOS TOXICOLÓGICOS. 
 
Dentre os organismos aquáticos, o uso de peixes como bioindicadores 
de efeitos de contaminantes, está sendo cada vez mais frequente, uma vez 
que tal prática pode ajudar a detectar possíveis impactos ambientais 
(LASHEEN et al., 2012) assim como no ser humano, já que as respostas 
celulares, moleculares e bioquímicas nos peixes são similares àquelas 
encontradas em mamíferos (HE et al., 2014; DUBINSKA-MAGIERA et 
al., 2016). 
Na atualidade, o D. rerio é considerado um organismo modelo de 
vertebrado amplamente utilizado em ciências biológicas, em diferentes 
áreas de pesquisa como genética, biologia do desenvolvimento e 
toxicologia (CARVAN et al., 2005; SEGNER, 2009; BASU e 
SACHIDANANDAN, 2013). Esse animal tem uma série de 
características favoráveis para a manipulação experimental, tais como i) 
porte pequeno, ii) fertilização externa iii) desenvolvimento embrionário 
rápido, iv) capacidade de se reproduzir a cada 1-4 semanas, v) prole 
numerosa, onde a desova apresenta cerca de 200-300 ovos, e vi) as larvas 
e os indivíduos adultos podem ser mantidos a uma densidade elevada em 
aquários de laboratório (DAMMSKI e MÜLLER, 2011; HILL, 2005; 
SPENCE et al., 2008). Ao mesmo tempo existe uma grande variedade de 
ferramentas e informações disponíveis para o estudo desta espécie, 
incluindo a disponibilidade da sequência do seu genoma (SEGNER, 
2009). Além disso, a sua fundamental caraterística como um organismo 
modelo é que, como um vertebrado, pode ser mais comparável aos seres 
humanos do que outros modelos de invertebrados como Drosophila 
melanogaster (BARBAZUK et al., 2000). Também, o uso do D. rerio 
está alinhado com a abordagem "3Rs" (Reduzir, Reciclar e Reutilizar) do 
uso animal para fins científicos (VLIEGENTHART et al., 2014). 
D. rerio possui grande sensibilidade quando exposto a produtos 
químicos por ser capaz de absorver de forma rápida os compostos que são 
diretamente adicionados na água e acumulá-los em diferentes tecidos 
(CLAIR et al., 2012; ARMILIATO et al., 2014; UREN-WEBSTER et 
al., 2014). Vários testes de toxicidade e efeitos farmacológicos já foram 
descritos neste modelo (GOLDSMITH, 2004; CARNEY et al., 2006; 
DUBINSKA-MAGIERA et al., 2016). Desta forma, a espécie de peixe 
D. rerio mostra-se adequada para trabalhos em condições laboratoriais, 
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além de ser amplamente reconhecida como um bom modelo para estudos 
de toxicidade (CARVAN et al., 2005; HILL, 2005; HE et al., 2014).  
D. rerio tem sido sugerido também como espécie modelo para estudar 
EDC, assim como na detecção, avaliação dos efeitos e na identificação 
dos mecanismos que alteram o sistema endócrino (ANKLEY e 
JOHNSON, 2004). Considerando que os resultados de muitos estudos dos 
EDC ambientais mostram a interferência sobre sistema de hormônios 
sexuais dos vertebrados (SCHOLZ; KLÜVER, 2009), a maioria dos 
estudos de EDC em D. rerio foi direcionado à avaliação do possível 
comprometimento da diferenciação sexual e da reprodução (HUANG et 
al., 2014). Neste sentido, o desenvolvimento gonadal é altamente sensível 
a substâncias que podem perturbar os hormônios sexuais, danificar as 
gônadas, afetar diretamente a fertilidade e a fecundação dos peixes, de 
maneira que estudos morfológicos destes órgãos são utilizados para testar 
os efeitos tóxicos dos EDC sobre a reprodução (LEE et al., 2015). 
Assim, o presente estudo tem como hipóteses que as diferentes 
concentrações do herbicida glifosato Roundup® WG provocam 
toxicidade reprodutiva induzindo alterações morfológicas e 
ultraestruturais no ovário de D. rerio. Para tal se considera que:  
O glifosato causa alterações nas células foliculares e nos ovócitos de 
peixes expostos. 
A maior concentração de glifosato utilizada no presente estudo altera 
o conteúdo da proteína vitelina e proteínas envolvidas na fissão e fusão 
mitocondrial.  
Finalmente, considerando o amplo uso do glifosato no Brasil, sua 
entrada e permanência em corpos d'água, bem como seu impacto em 
organismo não alvos, como os peixes, a controvérsia em relação a sua 
toxicidade e escassez de estudos em ovários de peixes, o presente estudo 
teve como foco investigar a toxicidade celular do herbicida à base de 
glifosato, Roundup® WG, nos ovários de D. rerio.   
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2 OBJETIVOS 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Caracterizar a toxicidade do Roundup® WG sobre a morfologia, 
ultraestrutura e proteínas envolvidas na função ovariana do peixe-zebra, 
D. rerio. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Determinar a toxicidade aguda do Roundup® WG: Concentração 
letal média (CL50) para D. rerio; 
 
 Avaliar a biometria corporal e ovariana de D. rerio expostos e 
não expostos a diferentes concentrações do Roundup® WG;  
 
 Comparar a morfometria dos ovócitos de D. rerio expostos e não 
expostos a diferentes concentrações do Roundup® WG;  
 
 Analisar a ultraestrutura dos ovócitos, das células foliculares e do 
envelope vitelínico de D. rerio após a exposição a diferentes 
concentrações do Roundup® WG; 
 
 Determinar se o Roundup® WG altera os níveis da proteína 
vitelina nos ovários de D. rerio; 
 
 Determinar se o Roundup® WG altera os níveis das proteínas 
envolvidas com fissão e fusão mitocondrial nos ovários de D. rerio. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS  
 
3.1 OBTENÇÃO DOS ANIMAIS E ACLIMATAÇÃO. 
 
Neste trabalho foram utilizadas fêmeas adultas da espécie D. rerio da 
linhagem Wild-Type, com comprimento médio de 2,4 cm (± 0,6) e massa 
corporal de 270 mg (± 11) obtidas em lojas especializadas na 
comercialização de animais aquáticos. Os peixes foram transportados 
para o Laboratório de Reprodução e Desenvolvimento Animal (LRDA) - 
Centro de Ciências Biológicas (CCB) - Universidade Federal de Santa 
Catarina (UFSC) em condições apropriadas de oxigenação e ao abrigo da 
luz, para evitar o estresse fisiológico. Os animais foram mantidos com 
aeração contínua, em condições controladas de temperatura (26 ±1ºC), 
fotoperíodo 12:12 h e pH 7 (± 0,5). Os parâmetros de qualidade da água 
dos aquários, como temperatura e pH foram monitorados diariamente e 
semanalmente, respectivamente, e os peixes foram alimentados 
diariamente com ração comercial para peixe (Alcon Base®). Antes de 
cada experimento, os peixes foram aclimatados durante 7 dias. 
Todos os experimentos foram aprovados pela Comissão de Ética no 
Uso de Animais (CEUA-UFSC), projeto número 5466040416/2016 
(ANEXO A). As análises foram realizadas no LRDA, Laboratório Central 
de Microscopia - LCME/UFSC, e nos Laboratórios Multiusuários de 
Estudos em Biologia – LAMEBs. 
 
3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL.  
 
Para a determinação da toxicidade do Roundup® WG foram 
realizados testes de toxicidade aguda por 96h e subcrônica por 15 dias de 
exposição. Foram desenvolvidos testes de acordo com a OECD (1992) 
para avaliar a toxicidade aguda através do cálculo da CL50. A CL50 é 
definida como a concentração que mata 50% dos animais expostos. Para 
isso, os peixes foram expostos ao herbicida à base de glifosato, 
formulação comercial, Roundup® WG (Monsanto do Brasil Ltda., 
contendo 720 g de glifosato/Kg) por um período de 96 h em condições 
semi-estáticas, isto é, com renovação total da solução teste a cada 24 h. 
Foram utilizados 4 peixes por aquário de 2 L de água declorada, em 
aeração constante, temperatura controlada (26 ± 1ºC) e fotoperiodo 12:12 
h. A alimentação foi suspensa 24 h antes e durante o período de exposição 
ao agroquímico (OECD, 1992) e os parâmetros físico-químicos da água 
foram monitorados diariamente. 
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As concentrações utilizadas para avaliar a toxicidade aguda foram 10, 
35, 45, 55 e 65 mg/L de glifosato contidas no herbicida Roundup® WG. 
O grupo controle foi mantido em água declorada e filtrada e submetido às 
mesmas condições dos grupos tratados sendo renovada a água a cada 24 
h. Todos os testes foram realizados em triplicatas independentes. A 
mortalidade foi registrada em 6, 12, 24, 48, 72 e 96 h após o início do 
teste, para a determinação da CL50 após 96 h. O valor de CL50 96 h e os 
seus correspondentes limites de confiança de 95% foram calculados 
usando o programa PriProbit versão 1.63 (SAKUMA, 1998). 
Por outro lado, para avaliar a toxicidade subcrônica do Roundup® 
WG, fêmeas de D. rerio foram divididas em quatro grupos 
experimentais/tratamentos: três concentrações de Roundup® WG e um 
grupo controle não exposto, que foram mantidos nas mesmas condições 
de temperatura, pH, fotoperíodo 12:12 h e alimentação.  
As concentrações utilizadas foram: 0,065 mg/L; 0,65 mg/L e 6,5 mg/L 
de glifosato contido no herbicida, Roundup® WG. Para preparar as 
diferentes concentrações, o agroquímico foi diluído a partir de uma 
solução estoque em água declorada. É importante salientar que 0,065 
mg/L é a concentração máxima permitida pelo CONAMA (2005). As 
outras concentrações subletais foram escolhidas multiplicando por um 
fator de 10 a partir da concentração máxima permitida pelo CONAMA.  
As fêmeas foram expostas durante 15 dias, na densidade de 2 peixes/L 
em aquários de 10 L, contendo água corrente declorada. O experimento 
foi realizado em triplicata e em condição semi-estática, sendo que 50% 
da água dos aquários foi trocada a cada 4 dias para a renovação das 
concentrações de glifosato (GHOLAMI-SEYEDKOLAEI et al., 2013). 
Definiu-se um período de 15 dias de exposição das fêmeas de D. rerio ao 
glifosato, com base nos valores estimados de meia-vida do herbicida em 
água, que corresponde a um período de 7 a 14 dias (GIESY et al., 2000). 
Este período de exposição também foi determinado considerando o 
protocolo da Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos da 
América (USEPA, do inglês United States Environmental Protection 
Agency) que estabelece 14 dias para testes de toxicidade de substâncias 
com potencial de desregular o sistema endócrino (ANKLEY et al., 1998). 
As fêmeas (n = 5/tratamento em triplicata) expostas ao Roundup® 
WG por 15 dias foram submetidas à eutanásia por decapitação de acordo 
com CONCEA (2013). Em seguida, os peixes foram pesados e dissecados 
para obtenção dos ovários, os quais foram destinados para as diferentes 
técnicas.   
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Após cada experimento, a água com Roundup® WG diluído dos 
aquários foi armazenada em recipiente plástico, apropriado para descarte, 
e encaminhada para o Sistema de Gestão de Resíduos Líquidos da UFSC. 
 
3.3 BIOMETRIA CORPORAL E OVARIANA. 
 
Para obtenção dos dados biométricos, foram obtidas as medidas de 
massa corporal (mg) e dos ovários (mg) de 60 fêmeas de D. rerio (n = 
5/tratamento em triplicatas). Essas medidas foram utilizadas para o 
cálculo do Índice gonadossomático (IGS), através da fórmula: (massa do 
ovário/massa da fêmeas) x 100. 
 
3.4 ANÁLISES MORFOLÓGICAS E MORFOMÉTRICAS POR 
MICROSCOPIA DE LUZ. 
 
3.4.1 Preparo das amostras. 
 
Os ovários (n = 3 fêmeas/tratamento em triplicatas) foram fixados em 
solução de formol 10% por 24 h e logo conservados em álcool 70%. Os 
ovários foram desidratados em série alcoólica crescente 70, 80, 90 e 100% 
e diafanizados em xilol, incluídos em paraplast e seccionados a 8 μm. As 
secções foram desparafinizadas em xilol e hidratadas em série alcoólica 
decrescente 100% - 70%, para posterior realização das colorações com 
hematoxilina-eosina (HE) ou técnica de imuno-histoquimica. 
 
3.4.2 Biometria e classificação dos ovócitos. 
 
Para a análise em microscopia de luz, as secções dos ovários (n = 3 
fêmeas/tratamento em triplicatas) foram coradas com HE. Para isso, após 
desparafinização e reidratação, as secções foram lavadas em água 
destilada e coradas com Hematoxilina de Harris, lavadas com água 
destilada e coradas com eosina aquosa. Na sequência, as secções foram 
lavadas em água destilada, desidratadas em série alcoólica 70 – 100% e 
diafanizados em xilol, para montagem das lâminas com Entellan® 
(Merck, Millipore). Após, as secções dos ovários foram analisadas ao 
microscópio de luz (4X e 10X). Para as análises morfométricas, como o 
diâmetro das células germinativas (μm), e a quantificação das mesmas, 
foram realizadas com auxílio do software Image-J, NIH (RASBAND, 
1997). As características morfológicas, como o tamanho da célula, a 
presença e distribuição de grânulos de vitelo, a presença de nucléolos e o 
envelope vitelínico visível foram utilizadas como características 
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morfológicas para a classificação das células germinativas em três tipos 
distintos de ovócitos: pré-vitelogênico I, pré-vitelogênico II e 
vitelogênico, de acordo com ARMILIATO (2014). As lâminas foram 
analisadas usando o Microscópio Olympus BX41 (Laboratório Central de 
Microscopia Eletrônica/UFSC). 
 
3.4.3 Marcações celulares por imuno-histoquímica. 
 
Para marcação da proteína Vitelina por imuno-histoquímica, as 
secções foram desparafinizadas, hidratadas e lavadas em tampão fosfato 
salino (PBS, do inglês, phosphate buffered saline) 0,1 M, pH 7,4, sendo 
a atividade das peroxidases endógenas bloqueadas pelo peróxido de 
hidrogênio em metanol (1:2). Em seguida, as secções foram 
permeabilizadas em PBS + Triton X-100 a 0,3% e incubados com 
albumina sérica bovina a 5% (BSA, do inglês bovine serum albumin) para 
inativar sítios inespecíficos, por 1 h, para posterior incubação com 
anticorpo primário (Tabela 1) a 4ºC por 12 h. Na sequência, as secções 
foram lavadas em PBS e incubadas a temperatura ambiente por 90 min 
com anticorpo secundário compatíveis com o anticorpo primário 
utilizado. Os controles negativos foram tratados da mesma maneira 
descrita acima, exceto pela incubação com os anticorpos primários, que 
serão substituídos por PBS. 
 
 
3.5 Análises ultraestruturais por microscopia eletrônica de 
transmissão. 
 
Para avaliação ultraestrutural, os ovários (n = 2 fêmeas/tratamento em 
triplicata), foram fixados em glutaraldeído a 2,5% e paraformaldeído a 
4% por aproximadamente 1h em temperatura ambiente, seguida da pós-
fixação com solução de tetróxido de ósmio a 1% em tampão cacodilato 
de sódio a 0,1 M e pH 7,4. Na sequência, a desidratação foi realizada em 
série crescente de etanol e a infiltração foi feita em resina Spurr. Após a 
polimerização da resina, os blocos confeccionados foram cortados em 
ultramicrótomo para a obtenção de cortes semifinos (500 nm - 1μm) e 
ultrafinos (60 -70 nm). As secções semifinas foram coradas com solução 
de azul de toluidina 1% e observadas ao microscópio de luz para controle 
da orientação e observação da qualidade do material para posterior 
realização das secções ultrafinas. As secções ultrafinas foram coletadas 
em grades mesh (300), contrastadas com acetato de uranila 5% e citrato 
de chumbo 1% por 5 minutos e observadas ao microscópio eletrônico de 
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transmissão Jeol JEM 1011 (Laboratório Central de Microscopia 
Eletrônica/UFSC). 
A contagem das mitocôndrias foi realizada na região cortical dos 
ovócitos, onde foram analisados 15 ovócitos em cada tratamento. Em 
cada ovócitos foram avaliados três campos, de maneira que no total do 
presente estudo foram examinados 180 campos. Utilizando a mesma 
metodologia foi avaliada a presença de mitocôndrias alteradas nos 
ovócitos bem como a obtenção do escore de severidade. 
 
Tabela 1: Anticorpos primários e secundários utilizados nas técnicas de 
imuno-histoquímica e Western blotting. 
*Doado pela Dra. Esther Lubzens da Israel Oceanographic and Limnological 
Research 
 
3.6 Análises por Western blotting. 
 
Inicialmente, a técnica de Western blotting foi realizada para verificar 
a especificidade do anticorpo anti-vitelina utilizando amostras de ovário 
e músculo de D. rerio. Seguidamente, esta técnica foi realizada também, 
para quantificar os níveis de vitelina nos ovários de D. rerio expostos ao 
Roundup® WG por 15 dias (n = 3 fêmeas/tratamento).  
Anticorpo Isotipo 
Diluição 
Marca 
Imuno W.B. 
Anti- 
Vitelina Primário IgG 1:100 1:500 * 
Anti-Coelho Secundário 1:200 1:2000 Santa Cruz 
Anti  
β-Actina C4 Primário IgG 
- 1:2500 
Santa Cruz 
Anti-Mouse Secundário - 1:3000 Sigma 
Anti-Drp1 Primário 
IgG 
- 1:500 
Santa Cruz 
Anti-Coelho Secundário - 1:2000 
Anti-Mfn1 Primário 
IgG 
- 1:500 
Santa Cruz 
Anti-Coelho Secundário - 1:2000 
Anti-Mfn2 Primário 
IgG 
- 1:500 
Santa Cruz 
Anti-Coelho Secundário - 1:2000 
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Os ovários foram homogeneizados a 4ºC em solução tampão (20mM 
Tris–HCl, pH 7.5 contendo 100mM NaCl, 10mM EDTA e 1mM PMSF) 
de acordo com WANG et al., (2015) em uma proporção de 1:10. Após a 
homogeneização, os homogenatos foram centrifugados durante 20 min a 
13.000 g a 4º C. O sobrenadante foi separado e armazenado a -20ºC, 
enquanto que o precipitado foi descartado. A quantificação das proteínas 
totais de cada amostra foi realizada pelo método LOWRY et al., (1951). 
Para a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), uma 
mesma quantidade de proteínas (40 μg/poço) foi misturada com Loading 
Buffer 2x (Para 10 ml: 1,25 ml de Tris-HCl 1M, pH 6,8; 0,6 g de SDS; 
2,5 ml de Glicerol; 1 ml de β-mercaptoetanol; 0,01 g de azul de 
bromofenol) e aquecida em banho seco a 100° C durante 5 min. O 
marcador de peso molecular utilizado foi Gibco BRL (26-041020). Logo, 
as proteínas foram separadas utilizando gel de acrilamida (de entrada de 
5% e de separação a 12%) aplicando uma voltagem de 120 V durante 1h 
em tampão de eletroforese (25 mM Tris Base, 192 mM glicina, 0,1% 
SDS, pH 8,3). 
Após a eletroforese, as proteínas foram transferidas para membranas 
de nitrocelulose e para o bloqueio de sítios de ligação inespecífica do 
anticorpo, as membranas foram incubadas em solução TBST-T/leite 
(TBS 1X; 0,1% de Tween20 e 5% leite desnatado) durante 1 h a 4° C. 
Posteriormente, as membranas foram lavadas em tampão TBS e 
incubadas com anticorpo primário (Tabela 1) a 4º C por 12 h sob agitação. 
Após incubação, as membranas foram lavadas em TBST e incubadas com 
anticorpo secundário (Tabela 1) à temperatura ambiente durante 1 h sob 
agitação. As membranas foram reveladas utilizando Fotodocumentador 
ChemiDoc MP (BioRad, LAMEB). 
Da mesma forma, a técnica de Western Blotting também foi realizada 
para avaliar o conteúdo de Drp1, Mfn1 e Mfn2 nos ovários de D. rerio 
expostos ao Roundup® WG por 15 dias.  
A intensidade das bandas foi quantificada utilizando software 
ImageLab 4.1 (BioRad) e os resultados foram expressos como unidades 
arbitrárias em relação à intensidade da banda de proteínas totais. 
 
3.7 Análise estatística. 
 
Os resultados obtidos a partir das análises realizadas foram 
apresentados como média e erro padrão. Foram verificada a noramalidade 
dos dados e a homogeneidade das varianzas. Diferenças significativas 
entre os grupos foram avaliadas através da análise de variância ANOVA 
de uma-via, seguida do teste post-hoc de Tukey (p < 0,05). As análises 
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foram realizadas no programa estatístico R® versão gratuita 3.2.5 para 
Windows. 
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4 RESULTADOS 
 
No presente estudo, os resultados da avaliação após exposição ao 
Roundup® WG em D. rerio foram divididos em toxicidade aguda para 
determinar a CL50 e em toxicidade subcrônica para avaliar os efeitos nos 
ovários após 15 dias de exposição. 
 
4.1 TOXICIDADE AGUDA DO ROUNDUP® WG PARA D. rerio. 
 
Para avaliar a toxicidade aguda do Roundup® WG foi registrada a 
mortalidade de D. rerio para cada concentração em 6, 12, 24, 48, 72 e 96 
h após o início dos testes. Tanto no grupo controle como nas primeiras 6 
horas do experimento não foi observada mortalidade.  
Os sintomas apresentados pelos animais antes de morrer foram a perda 
da capacidade natatória, subsequente a perda do equilíbrio, e perda do 
movimento ocular. Os animais submetidos à concentração de 10 mg/L em 
todos os experimentos realizados não morreram nem apresentaram efeitos 
observáveis descritos acima. 
Os resultados obtidos após 48 e 72 h de exposição ao Roundup® WG 
mostraram um aumento no número de mortos dependente do aumento da 
concentração do herbicida, mostrando uma relação positiva (Figura 4). 
No entanto, a mortalidade observada a partir da concentração de 45 mg/L 
do Roundup® WG em 72 h foi maior quando comparada às 24 h de 
exposição. 
O teste de toxicidade aguda após 96 horas indicou que a maior 
porcentagem de morte dos animais ocorre na maior concentração de 
glifosato testada (65 mg/L) a partir das 24 horas e na concentração de 55 
mg/L a partir das 48 horas. A concentração letal média (CL50) 
determinada a 96 h foi de 42,61 mg/L com um intervalo de confiança 95% 
= [39; 46 mg/L] (Figura 5).  
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Figura 4: Curva concentração-resposta em 48 e 72 horas. Mortalidade de D.  rerio 
após exposição a diferentes concentrações do Roundup® WG.  
Figura 5: Concentração Letal Média (CL50) para D. rerio após a exposição ao 
Roundup® WG após 96 horas. O cálculo do CL50 foi realizado com o programa 
PriProbit versão 1,63 (SAKUMA, 1998). 
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4.2 TOXICIDADE SUBCRÔNICA DO ROUNDUP® WG EM 
OVÁRIOS DE Danio rerio. 
 
Para avaliar a toxicidade subcrônica do Roundup® WG foram 
utilizadas no total 60 fêmeas com massa corporal média de 270 mg (± 11) 
e com massa ovariana média de 12,55 mg (± 1).   
 
4.2.1 Biometria corporal e ovariana e IGS após a exposição ao 
Roundup® WG. 
 
Após a exposição ao Roundup® WG, as fêmeas no grupo controle 
apresentaram massa corporal média de 276 mg (± 23), que não diferiu dos 
demais grupos expostos, os quais apresentaram média de 316 mg (± 19) 
no grupo exposto a 0,065 mg/L, de 254 mg (± 21) no grupo exposto a 
0,65 mg/L e de 233 mg (± 21) no grupo exposto a 6,5 mg/L (Figura 6). 
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Figura 6: Massa corporal das fêmeas de D. rerio após exposição ao Roundup® 
WG por 15 dias. Os dados representam a média ± erro padrão. (ANOVA de uma 
via, p > 0,05); n = 5 fêmeas/tratamento em triplicata independentes.  
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Em relação à massa dos ovários após os 15 dias do experimento, o 
grupo controle apresentou uma massa de 11,30 mg (± 1,05) que não 
diferiu dos demais grupos, que apresentaram média de 15,60 mg (± 2,79) 
no grupo exposto a 0,065 mg/L, de 11,48 mg (± 1,91) no grupo exposto a 
0,65 mg/L e de 11,82 mg (± 1,84) no grupo 6,5 mg/L (Figura 7). 
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Figura 7: Massa dos ovários de D. rerio após exposição ao Roundup® WG por 
15 dias. Os dados representam a média ± erro padrão. (ANOVA de uma via, p > 
0,05); n = 5 fêmeas/tratamento em triplicata independentes. 
 
Em consequência, quando calculado o IGS, foi observado que os 
grupos expostos ao Roundup® WG (0,065 mg/ L = 4,69 ± 0,55; 0,65 mg/ 
L = 4,49 ± 0,45; 6,5 mg/ L= 5,5 ± 0,78) também não diferiram em relação 
ao grupo controle 4,45 (± 0,58) (Figura 8). 
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Figura 8: Índice gonadossomático dos ovários de D. rerio após exposição ao 
Roundup® WG por 15 dias. Os dados representam a média ± erro padrão. 
(ANOVA de uma via, p > 0,05); n = 5 fêmeas/tratamento em triplicata 
independentes. 
 
4.2.2 Morfometria dos ovócitos: Classificação, número e diâmetro 
após a exposição ao Roundup® WG. 
 
Devido a que o processo de maturação dos ovócitos em D. rerio é 
assincrônico, foram observados folículos com ovócitos em diferentes 
fases de maturação em todos os grupos analisados. Em relação à 
morfologia e estrutura dos ovócitos, não foram identificadas alterações 
morfológicas nos ovócitos das fêmeas expostas ao Roundup® WG 
(Figura 9).  
Os ovócitos presentes nos folículos ovarianos de D. rerio foram 
classificados em três tipos distintos: pré-vitelogênico I (Pre-I), com um 
grande núcleo com vários nucléolos e citoplasma homogêneo; pré-
vitelogênico II (Pre-II) caracterizados principalmente pela presença de 
grânulos de vitelo acumulado no citoplasma; e vitelogênicos (Vit), com 
grande quantidade de grânulos de vitelo no citoplasma, e um núcleo não 
distinguíveis (Figura 10). 
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Figura 9: Morfologia dos ovócitos de D. rerio após exposição ao Roundup® WG 
por 15 dias. A: Controle. B: 0,065 mg/L. C: 0, 65 mg/L. D: 6,5 mg/L. HE. Escala: 
200 µm. 
 
 
Figura 10: Classificação de ovócitos de D. rerio. A) Pré-vitelogênico I (  ) e Pré-
vitelogênico II (      ); B) Vitelogênico. HE. Escala: 50 µm. 
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Contudo, o número médio de ovócitos (pré-vitelogênico I, pré-
vitelogênico II e vitelogênicos) nos grupos expostos ao Roundup® WG 
não diferiu significativamente em relação ao grupo controle (Figura 11). 
 
Figura 11: Numero de ovócitos PreI, PreII e Vit em ovários de D. rerio após 
exposição ao Roundup® WG por 15 dias. Os dados foram expressos como média 
± erro padrão (ANOVA); n = 3 fêmeas/tratamento em triplicata independentes. 
 
Adicionalmente, a análise da morfometria dos ovócitos demonstrou 
uma diminuição significativa no diâmetro dos ovócitos pré-vitelogênico 
I das fêmeas expostas a 0,065 mg/L (57,41 μm ± 0,72; p < 0,001), 0,65 
mg/L (52,90 μm ± 0,71; p < 0,0001) e 6,5 mg/L (50,02 μm ± 0,64; p < 
0,00001), quando comparados com o grupo controle (61,53 μm ± 1,08). 
Os diâmetros dos ovócitos pré-vitelogênico II apresentaram 
diminuição significativa no grupo exposto a 0,65 mg/L (133,32 μm ± 
2,70; p < 0,0001) e 6,5 mg/L (134,91 μm ± 3,28; p < 0,001), quando 
comparados com o grupo controle (149,824 μm ± 3,7). Enquanto que, o 
grupo tratado com 0,065 mg/L (149,80 μm ± 2,90; p = 0,99) não diferiu 
do grupo controle. 
Por último, os ovócitos vitelogênicos apresentaram diminuição 
significativa apenas no diâmetro dos ovócitos das fêmeas expostas a 0,65 
mg/L (220,73 μm ± 4,87; p < 0,001), quando comparados com o grupo 
controle (251,07 μm ± 3,37). Contudo, nos outros dois grupos expostos a 
0,065 mg/L (250 μm ± 4,76; p = 0,99) e 6,5 mg/L (240,07 μm ± 5,68; p = 
0,34) não foram observadas diferenças significativas quando comparados 
com o grupo controle (Figura 12).  
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Figura 12: Diâmetro dos ovócitos PreI, PreII e Vit de D. rerio após a exposição 
ao Roundup® WG por 15 dias. Os dados foram expressos como média ± erro 
padrão (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey). Letras 
diferentes entre os grupos indicam diferenças estatísticas (p < 0,05); n = 3 
fêmeas/tratamento em triplicata independentes. 
 
4.2.3 Ultraestrutura dos ovários de Danio rerio após a exposição ao 
Roundup® WG. 
 
A partir das análises ultraestruturais realizadas nos folículos ovarianos 
de D. rerio após a exposição ao Roundup® WG, foram reconhecidas as 
células foliculares localizadas na periferia dos folículos, caraterizadas por 
serem alongadas, organizadas em dupla camada e apresentar núcleo 
evidente. Próximo às células foliculares foi identificado o envelope 
vitelínico com estriações, o qual permite a comunicação entre as células 
foliculares e o ovócito. Por um lado, foi observada a presença de zonas de 
vacuolização nas células foliculares dos animais expostos ao Roundup® 
WG quando comparado com o grupo controle. Por outro lado, no grupo 
exposto à maior concentração (6,5 mg/L) foi observado um aumento do 
espaço perivitelinico (espaço entre o ovócito e as células foliculares) com 
presença de macro e micro vesículas (Figura 13).  
Além disso, não foram evidenciadas alterações na morfologia das 
mitocôndrias das células foliculares quando comparados os grupos 
expostos com o grupo controle (Figura 14).  
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Em relação à ultraestrutura das mitocôndrias dos ovócitos, foram 
observados os compartimentos mitocôndrias comprometidos, 
evidenciados pela perda da integridade das cristas e maior 
eletrodensidade nos grupos expostos quando comparado com o grupo 
controle (Figura 15).  
Além disso, na contagem de número de mitocôndrias dos ovócitos em 
cada grupo experimental, o número de mitocôndrias foi similar entre o 
grupo exposto a 0,065 mg/L e o grupo controle, enquanto que, foi 
observada uma diminuição de cerca de 50% do número de mitocôndrias 
nos grupos expostos as duas concentrações maiores (0,65 e 6,5 mg/L). 
Também, foi observado um aumento da presença de mitocôndrias 
alteradas e da severidade da alteração em função da concentração (Figura 
16, 17 e Tabela 2). 
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Figura 13: Secção de ovário de D. rerio. Célula folicular e envelope vitelínico do 
folículo ovariano. A, B: Controle. C, D: 0,065 mg/L. E, F: 0,65 mg/L. G, H: 6,5 
mg/L. cf: células folicualres; nu: núcleo; ev: envelope vitelínico; zv: zona de 
vacuolização; ep: espaço perivitelinico; mav: macro vesículas; miv: micro 
vesículas. Escala: 1 µm. n = 2 fêmeas/tratamento em triplicata. 
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Figura 14: Secção de ovário de D. rerio. Mitocôndrias das células foliculares. A, 
B: Controle. C, D: 0,065 mg/L. E, F: 0,65 mg/L. G, H: 6,5 mg/L. cf: células 
folicualres; nu: núcleo; ev: envelope vitelínico; mi: mitocôndrias; mav: macro 
vesículas; miv: micro vesículas. Escala: 0,5 µm. n = 2 fêmeas/tratamento em 
triplicata. 
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Figura 15: Secções de ovário de D. rerio. Mitocôndrias da região cortical do 
folículo ovariano. A: Controle. B: 0,065 mg/L. C: 0,65 mg/L. D: 6,5 mg/L em 
triplicata. ev: envelope vitelínico; mi: mitocôndrias. Escala: 0,5 µm. n = 2 
fêmeas/tratamento. 
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Figura 16: Número de mitocôndrias em ovócitos de D. rerio após exposição ao 
Roundup® WG por 15 dias. Os dados foram expressos como média ± desvio 
padrão (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey). Letras 
diferentes entre os grupos indicam diferenças estatísticas (p< 0.05); n = 2 
fêmeas/tratamento em triplicata. 
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Figura 17: Número de ovócitos de D. rerio com presença de mitocôndrias 
alteradas após a exposição ao Roundup® WG. Os dados foram expressos em 
porcentagem de ovócitos com mitocôndrias alteradas. n = 2 fêmeas/tratamento 
em triplicata. 
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Tabela 2: Escore de severidade das alterações mitocondriais nos ovócitos de 
Danio rerio após a exposição ao Roundup® WG por 15 dias.   
Tratamento 
N ovócitos com 
mitocôndrias alteradas/ 
N ovócitos analisados 
Escores de 
severidade 
Controle 0/16 0 (0%) 
0,065 mg/L 3/17 + (17,6%) 
0,65 mg/L 8/15 ++ (50,3%) 
6,5 mg/L 11/17 +++ (64,7%) 
*O escore de severidade foi obtido a partir das análises de 3 regiões diferentes 
de cada ovócito por tratamento. 
 
 
 
4.2.4 Imuno-histoquímica e Western blotting de ovários de Danio 
rerio. 
 
Primeiramente, a especificidade do anticorpo anti-vitelina utilizado no 
presente estudo, foi demonstrada em ovários de D. rerio e em músculo de 
machos e fêmeas como controles negativos (Figura 18A e 18B). Além 
disso, a proteína vitelina foi imunolocalizada no citoplasma dos ovócitos 
e das células foliculares de D. rerio no grupo controle bem como nos 
grupos expostos a concentrações do Roundup® WG por 15 dias (Figura 
19).  
Depois de verificar a especificidade e a localização da vitelina, foi 
determinado o conteúdo da proteína vitelina nos ovários de D. rerio 
expostos ao Roundup® WG por 15 dias. O conteúdo da proteína vitelina 
aumentou significativamente (23,09; 24,17; e 27,38%) nos ovários de D. 
rerio nas três concentrações testadas 0,065; 0,65 e 6,5 mg/L, 
respectivamente, quando comparados com o grupo controle (Figura 20). 
Os níveis de vitelina foram relativizados em relação aos níveis de 
proteínas totais devido as variações dos níveis de actina encontradas nas 
amostras analisadas. 
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Figura 18: Imuno-blotting com marcação para vitelina em ovários de D. rerio 
após exposição ao Roundup® WG por 15 dias. A) SDS-PAGE do anticorpo 
vitelina. MP: marcador de peso molecular. B) Especificidade do anticorpo 
vitelina normalizado em relação aos níveis da proteína β-actina. 
 
Figura 19: Imuno-histoquímica com marcação para vitelina em ovários de D. 
rerio após exposição ao Roundup® WG por 15 dias. A) Ovócito vitelogênico. 
Coloração HE. Escala: 10 µm. B) Imuno marcação para vitelina para os distintos 
tratamentos (Controle, 0,065; 0,65; 6,5 mg/L). ev: envelope vitelínico. cf: células 
foliculares. v: vitelo. Escala: 1 µm. 
 
A B 
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Figura 20: Conteúdo de vitelina em ovários de D. rerio após a exposição ao 
Roundup® WG por 15 dias. Os níveis de vitelina foram relativizados em relação 
aos níveis de proteínas totais. Os dados foram expressos como média ± erro 
padrão (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey). Letras 
diferentes entre os grupos indicam diferencias estatísticas (p< 0.05); n = 3 
fêmeas/tratamento. 
 
Devido às alterações nas mitocôndrias encontradas na análise da 
ultraestrutura dos ovócitos nos ovários de D. rerio expostos com 
Roundup® WG por 15 dias, foi determinado o conteúdo das proteínas 
mitocondriais Drp1, Mfn1 e Mfn2. O conteúdo de Drp1 diminuiu 
significativamente nas três concentrações testadas (0,065; 0,65 e 6,5 
mg/L) quando comparado com o grupo controle (Figura 21A). Em relação 
às proteínas Mfn1 e Mfn2, o conteúdo de Mfn1 diminuiu 
significativamente apenas na maior concentração (6,5 mg/L) em 
comparação ao grupo controle (Figura 21B), enquanto que, o conteúdo de 
Mfn2 diminuiu significativamente na menor concentração de 0,065 mg/L 
e na maior concentração de 6,5 mg/L, quando comparado com o grupo 
controle e com o grupo 0,65 mg/L (Figura 21C). Os níveis das proteínas 
mitocondriais Drp1, Mfn1 e Mfn2 foram também relativizados em 
relação aos níveis de proteínas totais (Figura 21D e 21E). 
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Figura 21: Conteúdo de A) Drp1, B) Mfn1 e C) Mfn2 em ovários de D. rerio após 
a exposição ao Roundup® WG por 15 dias. D e E) Os níveis das proteínas Drp1, 
Mfn1 e Mfn2 foram relativizados em relação aos níveis de proteínas totais. Os 
dados foram expressos como média ± erro padrão (ANOVA de uma via seguido 
de teste post hoc de Tukey). Letras diferentes entre os grupos indicam diferenças 
estatísticas (p< 0.05); n = 3 fêmeas/tratamento. 
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5 DISCUSSÃO 
 
Considerando o amplo uso de glifosato no Brasil, sua entrada e 
permanência nos corpos d'água, bem como a controvérsia sobre seus 
efeitos em organismos não alvos, o objetivo no presente estudo foi avaliar 
a toxicidade celular do herbicida à base de glifosato, Roundup® WG nos 
ovários de D. rerio.   
Em estudos toxicológicos, a concentração letal média (CL50), definida 
como a concentração de um composto químico que causa mortalidade de 
50% dos organismos aquáticos expostos, dentro de um determinado 
tempo (24, 48 ou 96 h) (GEYER et al., 1993), é geralmente usada como 
um índice de toxicidade aguda de substâncias químicas em organismos 
aquáticos. Nesse sentido, foi determinada a CL50 do herbicida à base de 
glifosato (HBG) Roundup® WG, para D. rerio, considerando que é um 
índice de toxicidade aguda importante que deve ser determinado para o 
composto que está sendo estudado, antes que se proceda a análise de seus 
efeitos em concentrações subletais. Neste estudo, a CL50 (96 h) para 
fêmeas de D. rerio expostas ao Roundup® WG foi de 42,6 mg/L de 
glifosato. De acordo com a classificação de toxicidade aguda para 
organismos aquáticos proposta por GIESY et al. (2000), a toxicidade da 
formulação comercial do Roundup® WG para D. rerio é considerada 
como leve (concentração entre 10 e 100 mg/L). 
Estudos descrevem que a CL50 (96 h) do herbicida Roundup® para 
diferentes peixes varia entre 2 a 55 mg/L, dependendo da espécie, do 
estágio de vida e das condições experimentais (HILDEBRAND et al., 
1982; JIRAUNGKOORSKUL; et al., 2002). Por exemplo, a CL50 (96h) 
obtida para Channa punctatus exposto ao Roundup® foi de 32,54 mg/L 
(NWANI et al., 2010), enquanto que para Prochilodus lineatus a CL50 
(96h) foi de 13,69 mg/L (LANGIANO e MARTINEZ, 2008) e para 
Leporinus macrocephalus CL50; 96h foi de 15,8 mg/L (ALBINATI et al., 
2007). No presente estudo, a CL50 (96 h) registrada para D. rerio está 
dentro da faixa de CL50 descrita para peixes. A toxicidade de produtos 
químicos em organismos aquáticos pode ser afetada pela temperatura, pH, 
oxigênio dissolvido, tamanho e idade dos indivíduos, tipo de espécie e 
qualidade da água (NWANI et al., 2010). Neste contexto, as possíveis 
explicações desta diferenças de CL50 (96 h) do Roundup® podem ser 
devido a: a) diferentes estirpes da mesma espécie; b) diferentes 
formulações de glifosato de uma mesma marca Roundup® contendo 
distintas concentrações do princípio ativo e c) diferentes condições 
experimentais. Assim, considerando as diferenças observadas na CL50 (96 
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h), é importante determinar CL50 do herbicida que se está analisando na 
espécie estudada, e também é importante ressaltar que a partir do CL50 
obtido no presente estudo, evidencia que as concentrações testadas para 
avaliar os efeitos do Roundup® WG nos ovários de D. rerio foram 
subletais.  
Após exposição das fêmeas à concentrações subletais do Roundup® 
WG, não foram encontradas diferenças significativas no IGS dos animais 
expostos quando comparados com o grupo controle. O IGS é um 
parâmetro reprodutivo importante para estimar a condição reprodutiva, 
considerando que os estudos em peixe têm indicado que a exposição aos 
EDC podem levar à alteração no tamanho dos ovários (BRION et al., 
2004; YANG et al., 2006) e que os HBG podem agir como disruptores 
endócrinos. Assim, no presente estudo era esperada a diminuição do IGS, 
a qual não foi encontrada. De modo semelhante, em outros estudos não 
foram encontradas diferenças no IGS de D. rerio após a exposição a 
xenoestrógenos (nonylphenol e 17σ-ethinylestradiol) (LIN e JANZ, 
2006) e a bifenilos policlorados (PCB) (DAOUK et al., 2011). Neste 
sentido, embora o IGS seja um parâmetro relevante para avaliação e 
determinação das fases do ciclo reprodutivo, principalmente em peixes, e 
uma ferramenta mensurável à exposição a contaminantes, a avaliação 
toxicológica de um composto deve ser complementada através de análise 
histopatológica das gônadas (MENSAH et al., 2014). 
Os folículos ovarianos de D. rerio, expostos a diferentes 
concentrações de Roundup® WG e analisados por microscopia de luz, 
não apresentaram alterações morfológicas. Adicionalmente foram feitas 
análises morfométricas mais detalhadas em relação ao número, diâmetro 
e classificação dos ovócitos. Nessas análises, não foram encontradas 
diferenças significativas no número total de ovócitos. Também, após a 
exposição do Roundup® WG, foi encontrado uma maior quantidade de 
ovócitos PreI, com um menor diâmetro nas três concentrações testadas, 
enquanto que os ovócitos PreII e Vit estavam em menor quantidade e 
apresentavam um diâmetro menor nas concentrações maiores do 
Roundup® WG. Esses resultados sugerem que a exposição ao herbicida 
atingiu principalmente as fases iniciais de maturação dos ovários, 
afetando os ovócitos PreI e não permitindo o avanço da maturação. Cabe 
ressaltar que não há dados anteriores ao presente estudo avaliando o 
impacto de diferentes concentrações de HBG sobre a morfologia e 
morfometria dos ovários de peixes adultos. No entanto, a exposição de D. 
rerio a outros químicos como o flúor produz um aumento no número de 
folículos iniciais e uma diminuição do diâmetro dos folículos (LI et al., 
2016), assim como foi observado no presente estudo.  
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HBG nos ovários de D. rerio pode estar agindo como um disruptor 
endócrino, já que os resultados do presente estudo coincidem com os de 
um estudo realizado em D. rerio expostos a EDC (nonilfenol e 17-σ-
etinilestradiol) (WEBER et al., 2003), no qual foi demostrada uma 
supressão ou maturação tardia dos ovários, evidenciada por uma maior 
quantidade de folículos ovarianos iniciais. Também, semelhante a nossos 
resultados, a exposição de D. rerio adultos à ECD como o 17-σ-
etinilestradiol provocou uma diminuição no tamanho dos folículos 
ovarianos e um atraso na maturação folicular (VAN DEN BELT et al., 
2002), sugerindo que a maturação ovariana pode ser alvo dos EDC, e 
mostrando um efeito em peixe-zebra, independentemente da fase de vida 
na qual são expostos. Assim, no presente estudo, considerando os efeitos 
similares do HBG sobre os folículos ovarianos quando comparados a 
outros EDC, se sugere um possível efeito de disrupção endócrina nos 
ovários de D. rerio. No entanto, outros estudos mais detalhados 
precisariam ser realizados no futuro.  
Considerando que nas análises morfológicas por microscopia de luz 
não tenham sido evidenciadas alterações nos folículos ovarianos após a 
exposição ao Roundup® WG, uma análise mais detalhado foi realizado 
por microscopia eletrônica de transmissão. Assim, foi possível visualizar 
os folículos ovarianos com as células foliculares, o envelope vitelínico e 
os ovócitos. Diferentes estudos demonstram que a análise ultraestrutural 
dos tecidos após tratamentos com compostos químicos permite identificar 
alterações nas mitocôndrias (YANG et al., 2016), na membrana nuclear 
(HASSAN et al., 2016), e no citoplasma (ZHANG et al., 2014), entre 
outras. Neste contexto, nossos resultados mostraram alterações na 
ultraestrutura dos ovários de D. rerio expostos ao Roundup® WG, no qual 
corroboram a hipótese inicial de que o glifosato causa alterações nas 
células foliculares e nos ovócitos de peixes expostos. Uma das principais 
alterações do Roundup® WG foi a presença de zonas de vacuolização nas 
células foliculares, degradação do envelope vitelínico, além de um 
aumento do espaço perivitelínico. Respostas similares foram observadas 
em ovários de D. rerio após exposição ao EDC, 2,3,7,8-
Tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) (PATRIGNANI et al., 2014) e ao 
bisfenol-A (MOLINA et al., 2013). Além disso, recentemente, resultados 
semelhantes ao presente estudo foram publicados por Veloso da Silva 
(2017), no qual foi observada uma diminuição no número e diâmetro de 
células foliculares, bem como uma diminuição na espessura do envelope 
vitelínico nos folículos ovarianos de D. rerio após a exposição a 0,065 
mg/L do Roundup® WG.   
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As células foliculares são importantes por estarem envolvidas na 
maturação dos ovócitos, de forma que são responsáveis pela sínteses de 
diferentes moléculas, além de receberem proteínas do meio extracelular, 
serem precursoras de vitelo e terem a função de transferi-lo para o 
ovócito, e também serem responsáveis pela síntese do envelope vitelínico 
(HAMLET et al., 1999). Desta forma, os comprometimentos observados 
nas células foliculares poderiam estar afetando as funções de 
endocitose/exocitose para o translado adequado de substâncias e, 
consequentemente, atrasando ou impedindo a maturação dos ovócitos. 
Neste sentido, a presença de zonas de vacuolização nas células foliculares 
poderia indicar um intenso transporte de substâncias em resposta à 
toxicidade do Roundup® WG. 
Estudos sugerem que as mitocôndrias e sua distribuição no citoplasma 
podem servir como biomarcadores da viabilidade dos ovócitos (ZHANG 
et al., 2008; MAY-PANLOUP et al., 2016). No presente estudo, nos 
ovários das fêmeas expostas ao Roundup® foram observadas alterações 
nas mitocôndrias dos ovócitos bem como a redução de seu número. As 
principais alterações observadas nas mitocôndrias foram a perda da 
integridade das cristas e uma maior eletrodensidade. Além disso, foi 
observado um aumento de mitocôndrias alteradas e da severidade da 
alteração. A redução do número de cristas mitocondriais foi descrito por 
SZAREK et al. (2000) em hepatócitos de carpa expostos ao Roundup®. 
Também, a redução de mitocôndrias funcionais no esperma de Poecilia 
vivípara foi relacionada com concentrações crescentes do Roundup® 
(HARAYASHIKI et al., 2013). Foi observado dano mitocondrial no 
fígado de camundongos, no estudo desenvolvido por PEIXOTO, (2005), 
no qual foi demonstrada a capacidade do Roundup® em prejudicar a 
permeabilidade das membranas mitocondriais e alterar a atividade 
bioenergética. Neste sentido, esses estudos sugerem que as mitocôndrias 
podem ser um alvo do HBG e do Roundup®. Além disso, no presente 
estudo estas alterações mitocondriais podem indicar uma disfunção 
mitocondrial e consequente alteração na qualidade dos ovócitos, já que a 
ovogênese é acompanhada por um aumento na viabilidade das 
mitocôndrias, principalmente nos últimos estádios da maturação folicular 
(SPIKINGS et al., 2007). Outras alterações mitocondriais, não 
observadas no presente estudo, foram descritas por ARMILIATO et al. 
(2014), que descreveram a ocorrência de estruturas myelin-like associadas 
à membrana externas da mitocôndria em ovários de D. rerio expostos a 
concentração de 0,065 mg/L de HBG. 
A partir das alterações ultraestruturais observadas nas mitocôndrias 
dos ovócitos de fêmeas expostas ao Roundup® WG, foram investigados 
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os níveis das proteínas relacionadas com os eventos de fissão e fusão 
mitocondrial. A Drp1 (proteína relacionada à dinamina-1) é uma proteína 
citoplasmática que é recrutada por receptores externos da mitocôndria 
para o processo de fissão mitocondrial. Enquanto que, Mfn1 (mitofusina-
1) e Mfn2 (mitofusina-2) são proteínas da membrana mitocondrial 
externa envolvidas com a fusão mitocondrial. No presente estudo, o 
conteúdo de Drp1 diminuiu significativamente nas três concentrações 
testadas do Roundup® WG e o conteúdo das proteínas Mfn1 e Mfn2 
diminuíram significativamente apenas na maior concentração.  
As mitocôndrias estão envolvidas com a respiração celular, na 
biogênese de esteróides (MILLER, 2007), bem como no controle da 
homeostase de cálcio intracelular (NICHOLLS e AKERMAN 1982), 
desempenhando um papel importante na via de sinalização apoptótica 
(GREEN e REED, 1998). Poucos estudos abordam a função das 
mitocôndrias em folículos ovarianos, e se sugere que sua função varia 
durante as diferentes fases da maturação folicular do ovário, o qual pode 
ser relacionado ao aumento de tamanho dos ovócitos. O comportamento 
mitocondrial na fase inicial da maturação dos ovócitos de D. rerio foi 
descrito previamente por ZHANG et al. (2008), mas pouco se sabe sobre 
a distribuição e função mitocondrial em fases posteriores da maturação 
folicular. A fissão mitocondrial é essencial no crescimento e divisão 
celular para manter o número adequado de mitocôndrias nas células 
(ELGASS et al., 2013). Enquanto que o processo de fusão mitocondrial é 
necessário durante o desenvolvimento embrionário e para a sobrevivência 
das células em fases posteriores (CHEN et al., 2010).  
YOULE e BLIEK (2012) sugerem que a fusão mitocondrial ajuda a 
reduzir o estresse celular, misturando o conteúdo de mitocôndrias 
parcialmente danificadas como forma de atenuar o dano. Por outro lado, 
a fissão mitocondrial é necessária para criar novas mitocôndrias, mas 
também contribui para o controle de qualidade, permitindo a remoção das 
mitocôndrias danificadas, facilitando à autofagia durante o estresse 
celular. Desta maneira, considera-se que eventos de fissão e fusão 
mitocondrial no ovário podem estar comprometidos, em resposta ao 
estresse causado pela exposição ao Roundup® WG, observando-se a 
diminuição de proteínas envolvidas nestes processos (Drp1, Mfn1 e 
Mfn2). Esses resultados verificam a hipótese inicial que a maior 
concentração de Roundup® WG altera o conteúdo da proteínas Drp1, 
Mfn1 e Mfn2. Assim, a alteração dos eventos de fusão e fissão 
mitocondrial após a exposição ao herbicida, pode explicar o menor 
número de ovócitos PreII e Vit encontrado nos folículos ovarianos, uma 
vez que é necessário um equilibro entre fissão/fusão para a continuidade 
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da maturação dos ovócitos. A diminuição de Drp1, Mfn1 e Mfn2 após 
exposição ao Roundup® WG, pode explicar ou estar relacionada ao 
menor número de mitocôndrias encontradas, com o aumento da 
concentração do Roundup® WG, bem como a presença de mitocôndrias 
alteradas.  
Além disso, considerando a potencialidade dos herbicidas à base de 
glifosato atuarem como disruptores endócrinos e que a vitelogênese é 
considerada um biomarcador de contaminação estrogênica em ambientes 
aquáticos (SUMPTER e JOBLING, 1995), foram avaliados os níveis da 
proteínas vitelina nos ovários de D. rerio expostos ao Roundup® WG. 
Nossos resultados mostraram um aumento de vitelina nos grupos tratados 
com Roundup® WG, verificando a hipótese inicial que a maior 
concentração de Roundup® WG se observa alteração do conteúdo da 
proteína vitelina. A vitelina é uma proteína do vitelo, que é acumulada 
nos ovócitos com o avanço da maduração folicular (ARCOS et al., 2009), 
e que servirá como fonte nutritiva de aminoácidos e lipídeos para o futuro 
embrião. Essa proteína tem sua origem a partir de uma proteína precursora 
chamada vitelogenina (BYRNE et al., 1989). Assim, os níveis de vitelina 
poderiam ser relacionados com os níveis de vitelogenina, um parâmetro 
que é sugerido pela OECD para avaliar a toxicidade reprodutiva 
utilizando D. rerio como modelo animal.  
Vários estudos avaliam os níveis de vitelogenina/vitelina após a 
exposição a produtos químicos e EDC. Por exemplo, a exposição de D. 
rerio a efluentes industriais aumentou a produção de vitelogenina e 
reduziu a fecundidade (TETA e NAIK, 2017). Também em D. rerio, a 
exposição a 17σ-etinilestradiol resultou num aumento dose-dependente 
da produção de vitelogenina (ÖRN et al., 2003). No estudo de ZENG e 
WANG (2010) no ácaro Tetranychus cinnabarinus expostos ao inseticida 
imidaclopride, foi observado um incremento no conteúdo de vitelina, que 
por sua vez, levou a um aumento na velocidade de eclosão dos ovos e da 
proporção de eclosão total. Cabe ressaltar que existe uma escassez de 
estudos em peixes, avaliando a vitelina após a exposição a contaminantes 
químicos. Assim, o resultado obtido no presente estudo poderia indicar 
que o Roundup® WG em D. rerio atuou como disruptor endócrino, 
diminuindo o processo de vitelogênese nos ovócitos e, em consequência, 
levando a uma diminuição no diâmetro e no número de ovócitos maduros 
(Vit) nos grupos tratados.  
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6 CONCLUSÕES 
 
Os resultados obtidos a partir da exposição de fêmeas de D. rerio ao 
herbicida à base de glifosato, Roundup® WG, permitem concluir que: 
 
 A concentração letal média (CL50) em 96 horas para D. rerio após 
a exposição ao Roundup® WG foi de 42,61 mg/L, o qual está dentro da 
faixa de CL50 descrita para peixes expostos ao Roundup®. 
 
 Após a exposição por 15 dias a 0,065; 0,65 e 6,5 mg/L de 
glifosato contido no Roundup® WG: 
 
 Na biometria corporal e nos ovários das fêmeas expostas, não 
houve diferenças e em consequência não ocorreu alteração no IGS. 
 
 Não houve alteração no número médio de ovócitos, entanto 
que o diâmetro dos ovócitos PreI e ovócitos PreII diminuiu nos 
ovários das fêmeas expostas, o que indica que o Roundup® WG 
atinge principalmente nas fases iniciais da maturação dos ovários. 
Estes efeitos somados ao aumento do conteúdo da proteína vitelina 
nos ovários das fêmeas expostas ao herbicida, considerando os 
índices sugeridos pela OECD para avaliar a toxicidade reprodutiva 
usando peixe-zebra, podem indicar que o Roundup® WG pode ter 
atuado como disruptor endócrino. 
 
 As alterações encontradas nas análises ultraestruturais dos 
folículos ovarianos, como zonas de vacuolização nas células 
foliculares e aumento do espaço perivitelinico, pode comprometer as 
células foliculares e em consequência afetar a função ovariana. 
 
 Os compartimentos mitocôndriais comprometidos nos 
folículos ovarianos, bem como a diminuição no conteúdo de Drp1, 
Mfn1 e Mfn2 envolvidas em fissão e fusão mitocondrial, podem 
indicar que as mitocôndrias nos ovários de D. rerio podem ser um 
dos alvos do Roundup®.  
 
 Os danos observados nos ovários de D. rerio expostas à 
concentração do glifosato (0,065 mg/L) contida no Roundup® WG 
permitida pelo CONAMA, indicam que o limite máximo 
permissível de glifosato no Brasil precisa ser reavaliado. 
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